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麦冬皂苷D调节AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路

对慢性心力衰竭大鼠心肌炎症及细胞凋亡的影响
梁震峰*  王兴  韩文宝  于雷  孟祥敏  李清

(迁安市中医医院心病科, 唐山 064400)

摘要      该文旨在探究麦冬皂苷D(OPD)调节AMP活化蛋白激酶(AMPK)/去乙酰化酶1(SIRT1)/核
转录因子κB(NF-κB)信号通路对慢性心力衰竭(CHF)大鼠心肌炎症及细胞凋亡的影响。构建CHF大鼠

模型。将CHF大鼠随机分为CHF组, 麦冬皂苷D低(L-OPD)、中(M-OPD)、高(H-OPD)剂量组, 麦冬皂

苷高剂量+AMPK抑制剂Compound C组(H-OPD+Compound C组), 每组12只。另外随机选取12只正常

大鼠作为对照组 (NC组 )。动物超声成像仪检测各组大鼠心功能指标 ; ELISA检测各组大鼠血清心肌

标记物、炎症相关因子水平; HE染色观察各组大鼠心肌组织病理变化; TUNEL染色观察TUNEL阳性

细胞数 , 计算细胞凋亡率 ; Western blot检测各组大鼠心肌组织AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路、凋亡和

心肌纤维化相关蛋白表达情况。CHF组大鼠心肌组织炎性细胞浸润 , 损伤明显 , 心肌纤维化严重 , 心
功能指标左室舒张末内径(LVEDD)、左室收缩末内径(LVESD)高于NC组(P<0.05), 心肌标志物N末端

B型利钠肽原(NT-proBNP)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)水平高于NC组(P<0.05), 炎症因子IL-1β、IL-18
水平高于NC组 (P<0.05), 细胞凋亡率以及p-NF-κB p65/NF-κB p65、Bax、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水

平高于NC组(P<0.05), 心功能指标左室射血分数(LVEF)、左室缩短分数(LVFS)低于NC组(P<0.05), p-
AMPK/AMPK、SIRT1、Bcl-2表达水平低于NC组 (P<0.05); L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组 , 大鼠

心肌组织炎性细胞浸润减少 , 病理损伤和心肌纤维化减轻 , 心功能指标LVEDD、LVESD低于CHF组
(P<0.05), 心肌标志物NT-proBNP、CK-MB水平低于CHF组 (P<0.05), 炎症因子 IL-1β、IL-18水平低于

CHF组 (P<0.05), 细胞凋亡率以及p-NF-κB p65/NF-κB p65、Bax、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平低于

CHF组(P<0.05), 心功能指标LVEF、LVFS高于CHF组(P<0.05), p-AMPK/AMPK、SIRT1、Bcl-2表达水

平高于CHF组 (P<0.05); H-OPD+Compound C组大鼠心肌组织大量炎性细胞浸润 , 病理损伤和心肌纤

维化加重, 心功能指标LVEDD、LVESD水平高于H-OPD组(P<0.05), 心肌标志物NT-proBNP、CK-MB
水平高于H-OPD组(P<0.05), 炎症因子IL-1β、IL-18水平高于H-OPD组(P<0.05), 细胞凋亡率以及p-NF-
κB p65/NF-κB p65、Bax、Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平高于H-OPD组 (P<0.05), 心功能指标LVEF、
LVFS低于H-OPD组 (P<0.05), p-AMPK/AMPK、SIRT1、Bcl-2表达水平低于H-OPD组 (P<0.05)。OPD
减轻CHF大鼠心肌炎症, 抑制细胞凋亡, 可能与调控AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路密切相关。

关键词      麦冬皂苷D; AMP活化蛋白激酶/去乙酰化酶1/核转录因子κB信号通路; 慢性心力衰

竭; 心肌炎症; 细胞凋亡
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LIANG Zhenfeng*, WANG Xing, HAN Wenbao, YU Lei, MENG Xiangmin, LI Qing
(Department of Cardiology, Qian’an Traditional Chinese Medicine Hospital, Tangshan 064400, China)

Abstract       This study aims to explore the effects of OPD (ophiopogonin D) on myocardial inflammation and 
cell apoptosis in CHF (chronic heart failure) rats by regulating the AMPK (AMP activated protein kinase)/SIRT1 (sirtuin 
1)/NF-κB (nuclear factor-κB) signaling pathway. CHF rat model was constructed. CHF rats were classified into CHF 
group, low (L-OPD), medium (M-OPD), high (H-OPD) dose ophiopogonin D groups, and high dose ophiopogonin 
D+AMPK inhibitor Compound C group (H-OPD+Compound C group) randomly, each group with 12 rats. In addition, 
12 normal rats were randomly served as the control group (NC group). Cardiac function was detected by echocardiogra-
phy. ELISA was used to detect the levels of serum myocardial markers and inflammation-related factors in each group. 
HE staining was used to observe the pathological changes of myocardial tissue. TUNEL staining was used to observe 
the number of TUNEL positive cells, and the apoptosis rate was calculated. Western blot was used to detect the expres-
sion of AMPK/SIRT1/NF-κB signaling pathway, apoptosis and myocardial fibrosis related proteins in myocardial tissue 
of each group. Inflammatory cell infiltration, obvious injury and serious myocardial fibrosis were observed in the CHF 
group. The cardiac function indexes of LVEDD (left ventricular end-diastolic diameter) and LVESD (left ventricular 
end-systolic diameter) in the CHF group were higher than those in the NC group (P<0.05). The myocardial markers NT-
proBNP (N-terminal pro-B-type natriuretic peptide) and CK-MB (creatine kinase isoenzyme) in the CHF group were 
higher than those in the NC group (P<0.05), and the inflammatory factors IL-1β and IL-18 were higher than those in the 
NC group (P<0.05). Compared with the NC group, the apoptosis rate and the expression levels of p-NF-κB p65/NF-κB 
p65, Bax, collagen type Ⅰ and collagen type Ⅲ were significantly increased (P<0.05), and the cardiac function indexes 
LVEF (left ventricular ejection fraction) and LVFS (left ventricular fractional shortening) were significantly decreased 
(P<0.05) in the CHF group. The expression levels of p-AMPK/AMPK, SIRT1 and Bcl-2 in the CHF group were lower 
than those in NC group (P<0.05). In L-OPD, M-OPD and H-OPD groups, inflammatory cell infiltration, pathological 
damage and myocardial fibrosis were reduced, LVEDD and LVESD were lower than those in CHF group (P<0.05), 
and myocardial markers NT-proBNP and CK-MB were lower than those in CHF group (P<0.05). The inflammatory 
factors IL-1β and IL-18 in the L-OPD, M-OPD and H-OPD groups were lower than those in the CHF group (P<0.05), 
the apoptosis rate, the expression levels of p-NF-κB p65/NF-κB p65, Bax, collagen type Ⅰ and collagen type Ⅲ in the L-
OPD, M-OPD and H-OPD groups were lower than those in the CHF group (P<0.05), and the cardiac function indexes 
LVEF and LVFS were higher than those in the CHF group (P<0.05). The expression levels of p-AMPK/AMPK, SIRT1 
and Bcl-2 in the L-OPD, M-OPD and H-OPD groups were higher than those in the CHF group (P<0.05). Compared 
with the H-OPD group, the H-OPD+Compound C group had significantly increased LVEDD and LVESD (P<0.05) 
and significantly increased NT-proBNP and CK-MB (P<0.05). The inflammatory factors IL-1β and IL-18 in the H-
OPD+Compound C group were higher than those in the H-OPD group (P<0.05). The apoptosis rate, the ratio of p-NF-κB 
p65/NF-κB p65, Bax, collagen type Ⅰ and collagen type Ⅲ in the H-OPD+Compound C group were higher than those in 
the H-OPD group (P<0.05). Compared with the H-OPD group, the LVEF and LVFS in the H-OPD+Compound C group 
were significantly decreased (P<0.05), and the expression levels of p-AMPK/AMPK, SIRT1 and Bcl-2 were signifi-
cantly decreased (P<0.05). OPD alleviates myocardial inflammation and inhibits cell apoptosis in CHF rats, which may 
be closely related to the regulation of AMPK/SIRT1/NF-κB signaling pathway.

Keywords       ophiopogonin D; AMP activated protein kinase/sirtuin 1/nuclear factor-κB signaling pathway; 
chronic heart failure; myocardial inflammation; cell apoptosis
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慢性心力衰竭 (chronic heart failure, CHF)是指

心脏由于结构或功能异常导致泵血功能受损 , 无法

满足机体代谢需求的临床综合征 , 其是大多数心血

管疾病的终末阶段 [1]。由于人口老龄化加剧 , CHF发
病率呈现持续上升趋势 , 已成为全球公共卫生领域

的重要问题[2]。在CHF病理进程中, 心肌细胞首先发

生代偿性肥大 , 随后逐渐发展为心肌纤维化 [3]。细

胞外基质胶原蛋白异常沉积是导致心肌纤维化的

基础。同时 , 持续的慢性炎症状态反应也在此过程

中扮演重要角色 [4-5]。因此 , 减轻炎症反应 , 可以延

缓心肌纤维化进展 , 抑制心肌细胞损伤。麦冬皂苷

D(ophiopogonin D, OPD)是从传统中药麦冬中提取

的一种甾体皂苷类化合物 , 具有抗炎、抗氧化、心

血管保护和免疫调节等多种药理作用 [6]。已有研

究表明 , OPD可在一定程度上预防异丙肾上腺素引

起的心肌细胞损伤 , 抑制心肌细胞凋亡 [7]。然而 , 关
于OPD对CHF中心肌炎症及细胞凋亡的影响尚未

见报道。AMP活化蛋白激酶 (AMP activated protein 
kinase, AMPK)/去乙酰化酶1(sirtuin 1, SIRT1)/核转录

因子κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信号通路作为能量

代谢调控的重要通路 , 在维持机体代谢稳态和调控

炎症反应过程中起至关重要的作用 [8]。有研究发现 , 
AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路在冠心病大鼠心肌损

伤过程中扮演重要角色 [9]。本研究通过构建CHF大
鼠模型, 探究OPD调控AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路

对CHF大鼠心肌炎症及细胞凋亡的影响。

1   材料与方法
1.1   实验动物

5~6周龄SD雄性大鼠购自南方模式生物科技股

份有限公司 , 生产许可证号: SCXK(沪 ) 2024-0007, 
大鼠均在SPF级环境中进行饲养 , 适宜的温度、湿

度和光照周期, 提供充足的标准饲料及灭菌饮用水。

动物实验均经过迁安市中医医院伦理委员会的审核

与批准(伦理审批号: 2024005)。
1.2   实验试剂与仪器

OPD(HPLC纯度≥98%)(货号 : A0343)购自成

都曼思特生物科技有限公司 ; AMPK抑制剂Com-
pound C(货号 : B3252)购自APExBIO公司 ; 大鼠

N末端B型利钠肽原 (N-terminal pro-B-type natri-
uretic peptide, NT-proBNP)、IL-1β、IL-18 ELISA
试剂盒 (货号: BH4116、BH4185、BH4182)购自

上海博耀生物科技有限公司 ; 大鼠肌酸激酶同工

酶 (creatine kinase isoenzyme, CK-MB) ELISA试

剂盒 (货号 : EK-R30505)购自上海酶研生物科技有

限公司 ; 改良Masson、HE染色液、TUNEL细胞凋

亡检测试剂盒(货号 : YT8685、YT8310、YT2205)
购自北京伊塔生物科技有限公司 ; Bax、SIRT1、
Bcl-2、NF-κB p65、p-NF-κB p65、β-actin抗体

(货号 : YS-28034R、0921P、BS-0032R、AN365、
AN371、YSm-33036M)购自雅吉生物科技有限公

司 ; Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原、p-AMPK、AMPK抗体

(货号 : E-AB-70008、E-AB-10250、E-AB-21121、
E-AB-12968)购自武汉伊莱瑞特生物科技股份有

限公司 ; 动物超声成像仪 (型号 : VINNO)购自青岛

翌宏生物科技有限公司 ; 倒置荧光显微镜 (型号 : 
NIB600)购自江南永新光学仪器有限公司 ; 酶标仪

(型号 : LabServ™K3)购自上海辅泽商贸有限公司 ; 
石蜡切片机 (型号 : S712)购自瑞沃德生命科技有限

公司 ; 凝胶成像系统 (型号 : FPGD2)购自安徽乐赛

生物科技有限公司。

1.3   实验方法

1.3.1   大鼠CHF模型构建及分组      参考梁国庆等[10]

的方法构建CHF大鼠模型。大鼠进行12 h禁食处理 , 
随后采用3%戊巴比妥钠溶液实施腹腔注射麻醉。将

麻醉后的大鼠置于仰卧位固定 , 手术区域进行备皮消

毒。大鼠进行气管插管并连接动物呼吸机。待呼吸

参数稳定后 , 于第三、第四肋间实施开胸 , 并暴露肋

间隙 , 通过胸壁切口轻轻挤出心脏 , 使用无菌手术线

结扎左冠状动脉前降支 , 当观察到结扎远端心肌组织

出现明显苍白或紫绀等缺血症状后 , 将心脏复位至胸

腔, 逐层缝合伤口, 青霉素溶液涂抹于伤口预防感染。

大鼠恢复自主呼吸后 , 移除呼吸机 , 继续正常喂养4
周 , 使用动物超声成像仪进行检测 , 若大鼠左室射血

分数 (left ventricular ejection fraction, LVEF)<63%、

左室缩短分数 (left ventricular fractional shortening, 
LVFS)<30%[10], 则CHF大鼠模型构建成功(模型制备过

程中动物死亡率是20%)。
造模成功的大鼠随机分为CHF组 , 麦冬皂苷

D低 (L-OPD)、中 (M-OPD)、高 (H-OPD)剂量组 , 麦
冬皂苷高剂量 +AMPK抑制剂Compound C组 (H-
OPD+Compound C组 ), 每组12只。另外选取12只正

常SD雄性大鼠 , 只进行手术 , 不进行结扎。由于麦冬

皂苷D粉末水溶性较差, 需先用少量DMSO溶解(选择
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DMSO作为助溶剂 , 是由于其溶解效果好且低浓度毒

性小 ), 再用等量生理盐水稀释成1 mg/mL储备液 , 用
于后续实验组药物处理。根据参考文献[11]中OPD的

低、中、高使用剂量 (10、20、40 mg/kg), 后续实验

设定L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组大鼠分别采用

相应剂量 , 通过灌胃途径给药。H-OPD+Compound C
组在灌胃40 mg/kg OPD的基础上, 腹腔注射0.2 mg/kg 
Compound C[12]。NC组和CHF组给予等体积氯化钠溶

液, 每天1次, 共28天。

1.3.2   大鼠心功能指标检测      完成给药周期后, 大
鼠采用 3%戊巴比妥钠溶液进行麻醉 , 仰卧位固定 , 
胸部进行备皮处理。将动物超声成像仪探头置于

胸骨左源旁开1.5 mm处 , 获得纵轴B型超声和横轴

M型超声切面, 进行心功能动态检测, 连续采集不少

于 3个心动周期的数据 , 自动计算左室舒张末内径

(left ventricular end-diastolic diameter, LVEDD)、左

室收缩末内径 (left ventricular end-systolic diameter, 
LVESD)、LVEF、LVFS。
1.3.3   大鼠血清心肌标记物、炎症相关因子水平检测      
各组大鼠心功能指标检测完成后 , 腹腔注射 3倍剂

量的 3%戊巴比妥钠溶液实施安乐死 , 仰卧位固定 , 
75%酒精消毒胸壁 , 沿着胸骨中线开胸 , 暴露心脏 , 
使用肝素湿润内壁的无菌注射器从左心室插入, 缓
慢回抽血液。收集心脏全血于抗凝管中, 置于冰上

1 h。然后, 离心(4 °C、3 000 r/min、15 min)收集

血清 , 按ELISA试剂盒说明书配制专用稀释液 (用
于血清样本稀释 )并加入 96孔板。将各组大鼠血清

样本稀释后加入检测孔, 37 °C避光孵育1.5 h, 酶标

仪检测吸光度(D)值, 计算心肌标记物NT-proBNP、
CK-MB以及炎症因子 IL-1β、IL-18水平。剩余血

清转入–80 °C低温保存。

1.3.4   大鼠心肌组织病理变化      心脏取血完成后, 
取各组大鼠心脏组织。将部分心肌组织置于多聚甲

醛溶液中进行室温固定24 h。固定结束后 , 进行脱

水、透明化、浸蜡包埋, 制成切片, 60 °C烘干切片。

使用改良Masson、HE染色液处理切片, 镜下观察各

组大鼠心肌组织病理和纤维化变化。剩余心肌组织

置于–80 °C冰箱中长期保存。

1.3.5   大鼠心肌组织Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平检

测      取1.3.4中的心肌组织切片, 进行常规脱蜡、脱水, 
H2O2室温封闭30 min, BSA封闭液37 °C封闭30 min。
分别滴加Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原一抗(1100׃), 4 °C湿盒过

夜孵育。然后, 二抗(1500׃)室温孵育1 h。最后用显色

液显色并在荧光显微镜下观察, 软件分析计算D值。

1.3.6   大鼠心肌细胞凋亡率变化      取1.3.4烘干好

的切片, 浸入二甲苯充分脱蜡, 依次用不同浓度(70%、

80%、85%、90%、95%、100%)无水乙醇进行梯度脱水, 
滴加适量蛋白酶K, 室温孵育15 min。PBS清洗后 , 加
入5% BSA封闭液, 室温孵育30 min。根据试剂盒说明

书, 避光处理切片, 湿盒中4 °C孵育1 h, 滴加DAB显色

液避光反应10 min。经二甲苯透明、封片。光学显微

镜下观察凋亡细胞 , 随机选取5个视野计数阳性细胞

数, 计算凋亡率。

1.3.7   大鼠心肌组织AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路、

凋亡相关蛋白表达水平检测      取保存于–80 °C的
心肌组织样本 , 加入预冷的RIPA裂解缓冲液充分匀

浆 , 确保组织充分裂解。随后 , 将裂解液离心 (4 °C、
1 500 r/min、15 min), 收集上清液为蛋白提取物。采

用试剂盒测定上清液蛋白浓度。将定量后的蛋白样

本与上样缓冲液混合 , 高温变性。使用凝胶进行电

泳分离 , 并通过湿转法将凝胶中蛋白转移至膜上 , 使
用TBST洗涤膜3次 , 用蛋白封闭液室温封闭2 h。将

封闭后的膜与目标蛋白p-NF-κB p65、NF-κB p65、
Bax、p-AMPK、AMPK、SIRT1、Bcl-2抗体(1500 1׃
稀释 )于4 °C下过夜孵育。接着 , 加入HRP标记二抗

室温孵育2 h。然后 ,(000 3׃1) , 通过化学发光液进行

显色 , 以β-actin为内参 , 采用 ImageJ分析软件对目标

蛋白进行灰度值分析, 计算其相对表达量。

1.4   统计分析

本研究所有实验数据均采用GraphPad Prism 9
进行统计学分析。对计量资料进行Shapiro-Wilk检
验 , 经验证符合正态分布的数据采用均值 ±标准差

(x
_
±s)表示。三组及以上实验组比较时 , 选用单因素

方差分析。对于存在显著差异的实验组 , 进一步采

用SNK-q检验进行组间两两比较。计算所得P<0.05, 
则判定组间差异具有统计学意义。

2   实验结果
2.1   OPD对大鼠心功能指标影响

CHF组与NC组比较 , 大鼠LVEDD、LVESD升

高 (P<0.05), LVEF、LVFS降低 (P<0.05); L-OPD组、

M-OPD组、H-OPD组与CHF组比较 , 大鼠LVEDD、

LVESD降低 (P<0.05), LVEF、LVFS升高 (P<0.05); 
H-OPD+Compound C组与 H-OPD组比较 , 大鼠
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LVEDD、LVESD显著升高 (P<0.05), LVEF、LVFS
显著降低(P<0.05)(表1)。这进一步说明OPD能够改

善CHF大鼠心功能。

2.2   OPD对大鼠血清心肌标记物、炎症相关因子

水平影响

CHF组与NC组比较 , 大鼠血清NT-proBNP、
CK-MB、IL-1β、IL-18水平升高(P<0.05); L-OPD组、

M-OPD组、H-OPD组与CHF组比较 , 大鼠血清NT-
proBNP、CK-MB、IL-1β、IL-18水平降低(P<0.05); 
H-OPD+Compound C组与H-OPD组比较 , 大鼠血清

NT-proBNP、CK-MB、IL-1β、IL-18水平显著升高

(P<0.05)(表2)。这说明OPD能够抑制CHF大鼠炎症

反应, 改善心肌损伤。

2.3   OPD对大鼠心肌组织病理变化影响

HE染色结果显示: CHF组与NC组比较, 大鼠心

肌组织大量炎性细胞浸润 , 病理损伤和心肌纤维化

加重 ; 而L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组与CHF组
比较, 大鼠心肌组织炎性细胞浸润减少, 病理损伤和

心肌纤维化减轻 ; H-OPD+Compound C组与H-OPD

组比较, 大鼠心肌组织炎性细胞浸润加重, 病理损伤

和心肌纤维化严重 (图1和图2)。这表明OPD能够改

善CHF大鼠心肌组织病理损伤。

2.4   OPD对大鼠心肌组织Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表

达影响

免疫组化结果显示 : CHF组与NC组比较 , 大鼠

心肌组织Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平升高(P<0.05); 
L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组与CHF组比较 , 
大鼠心肌组织 Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平降低

(P<0.05); H-OPD+Compound C组与H-OPD组比较 , 
大鼠心肌组织 Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达水平显著升

高(P<0.05)(图3、图4和表3)。这说明OPD能够延缓

CHF大鼠心肌组织纤维化进程。

2.5   OPD对大鼠心肌细胞凋亡率及凋亡相关蛋白

表达影响

凋亡心肌细胞显示红色荧光。CHF组与 NC
组比较 , 大鼠心肌组织红色荧光数量、心肌细胞

凋亡增加 , Bax表达水平升高 , Bcl-2表达水平降低

(P<0.05); L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组与CHF

表1   各组大鼠心功能指标比较

Table 1   Comparison of cardiac function indexes of rats in each group
组别

Groups
LVEDD /mm LVESD /mm LVFS /% LVEF /%

NC group 4.29±0.43 3.86±0.52 45.18±2.06 65.37±6.79

CHF group 9.85±1.28* 8.73±0.91* 24.31±1.31* 31.52±3.53*

L-OPD group 8.27±0.89# 7.39±0.85# 29.46±1.82# 39.28±4.09#

M-OPD group 6.93±0.71#& 6.45±0.73#& 34.58±3.55#& 51.49±5.36#&

H-OPD group 5.78±0.58#&@ 4.57±0.65#&@ 38.25±4.08#&@ 60.15±6.05#&@

H-OPD+Compound C group 7.52±0.76% 6.85±0.69% 32.29±3.47% 44.63±4.87%

*P<0.05, 与NC组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与L-OPD组比较; @P<0.05, 与M-OPD组比较; %P<0.05, 与H-OPD组比较。x
_
±s, n=12。

*P<0.05 compared with NC group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with L-OPD group; @P<0.05 compared with M-OPD 
group; %P<0.05 compared with H-OPD group. x

_
±s, n=12.

表2   各组血清心肌标记物、炎症相关因子水平比较

Table 2   Comparison of the levels of serum myocardial markers and inflammation-related factors in each group
组别

Groups
NT-proBNP /ng·L–1 CK-MB /U·L–1 IL-1β /pg·mL–1 IL-18 /pg·mL–1

NC group 105.37±16.12 16.03±1.84 17.52±3.83   42.35±6.11

CHF group 228.95±38.31* 49.15±6.38* 89.13±10.75* 136.59±19.49*

L-OPD group 198.64±22.54# 41.28±4.76# 78.06±8.02# 113.82±15.94#

M-OPD group 169.56±20.18#& 32.81±4.93#& 57.49±6.13#&   91.06±13.15#&

H-OPD group 137.28±15.42#&@ 25.49±3.38#&@ 25.38±3.46#&@   69.28±8.09#&@

H-OPD+Compound C group 183.19±21.06% 37.53±3.81% 65.37±8.79% 103.73±16.57%

*P<0.05, 与NC组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与L-OPD组比较; @P<0.05, 与M-OPD组比较; %P<0.05, 与H-OPD组比较。x
_
±s, n=12。

*P<0.05 compared with NC group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with L-OPD group; @P<0.05 compared with M-OPD 
group; %P<0.05 compared with H-OPD group. x

_
±s, n=12.
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组比较 , 大鼠心肌组织红色荧光数量、心肌细胞

凋亡减少 , Bax表达水平降低 , Bcl-2表达水平升高

(P<0.05); H-OPD+Compound C组与H-OPD组比

较 , 大鼠心肌组织红色荧光数量、心肌细胞凋亡增

加 , Bax表达水平显著升高 , Bcl-2表达水平显著降

低 (P<0.05)(图5~图7和表4)。这表明OPD能够减轻

CHF大鼠心肌细胞凋亡。

2.6   OPD对大鼠心肌组织AMPK/SIRT1/NF-κB
信号通路相关蛋白表达的影响

Western blot结果显示: CHF组大鼠心肌组织

p-NF-κB p65/NF-κB p65水平高于NC组 (P<0.05), 
p-AMPK/AMPK、SIRT1水平低于NC组 (P<0.05); 
L-OPD组、M-OPD组、H-OPD组 , 大鼠心肌组织

p-NF-κB p65/NF-κB p65水平低于CHF组(P<0.05), p-
AMPK/AMPK、SIRT1水平高于CHF组 (P<0.05); H-
OPD+Compound C组大鼠心肌组织p-NF-κB p65/NF-
κB p65水平高于H-OPD组(P<0.05), p-AMPK/AMPK、

SIRT1水平低于H-OPD组(P<0.05)(图8和表5)。这表

明OPD能够降低CHF大鼠心肌组织p-NF-κB p65/NF-
κB p65水平, 增加p-AMPK/AMPK、SIRT1水平。

NC group CHF group L-OPD group

M-OPD group H-OPD group H-OPD+Compound C group

50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm

图1   各组大鼠心肌组织病理变化观察

Fig.1   Observation of pathological changes in myocardial tissue of rats in each group

图2   各组大鼠心肌组织纤维化变化观察

Fig.2   Observation of myocardial fibrosis in each group of rats

50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm

NC group CHF group L-OPD group

M-OPD group H-OPD group H-OPD+Compound C group



2840 · 研究论文 ·

3   讨论
CHF作为一种复杂的临床综合征 , 其发生发展

的病理学基础在于心肌重塑。在心血管病领域 , 当
心肌组织发生缺血时 , 会引发过度的炎症反应 , 加

剧心肌细胞凋亡和坏死 , 进而导致心室重塑和收缩

功能障碍 [13]。研究表明 , 心肌细胞凋亡在心血管疾

病中起关键作用 , 尤其是在CHF病理进程中。细胞

凋亡是一种程序性死亡 , 其异常激活可导致心肌细

50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm

NC group CHF group L-OPD group

M-OPD group H-OPD group H-OPD+Compound C group

50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm

NC group CHF group L-OPD group

M-OPD group H-OPD group H-OPD+Compound C group

图3   各组大鼠心肌组织Ⅰ型胶原表达变化

Fig.3   Changes in the expression of collagen type I in myocardial tissue of rats in each group

图4   各组大鼠心肌组织Ⅲ型胶原表达变化

Fig.4   Changes of myocardial collagen type Ⅲ expression in each group

表3   各组大鼠心肌组织Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶原表达比较

Table 3   Comparison of the expression of collagen type Ⅰ and collagen type Ⅲ in myocardial tissue of rats in each group
组别

Groups
Ⅰ型胶原(吸光度值)
Type Ⅰ collagen (optical density)

Ⅲ型胶原(吸光度值)
Type Ⅲ collagen (optical density)

NC group 0.24±0.03 0.32±0.05

CHF group 0.89±0.15* 0.93±0.12*

L-OPD group 0.78±0.08# 0.81±0.09#

M-OPD group 0.56±0.06#& 0.59±0.07#&

H-OPD group 0.37±0.05#&@ 0.45±0.06#&@

H-OPD+Compound C group 0.64±0.09% 0.73±0.08%

*P<0.05, 与NC组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与L-OPD组比较; @P<0.05, 与M-OPD组比较; %P<0.05, 与H-OPD组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with NC group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with L-OPD group; @P<0.05 compared with M-OPD 
group; %P<0.05 compared with H-OPD group. x

_
±s, n=6.
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图5   各组大鼠心肌细胞凋亡情况变化

Fig.5   Changes in apoptosis of cardiomyocytes in each group of rats

A: NC组; B: CHF组; C: L-OPD组; D: M-OPD组; E: H-OPD组; F: H-OPD+Compound C组。

A: NC group; B: CHF group; C: L-OPD group; D: M-OPD group; E: H-OPD group; F: H-OPD+Compound C group.
图6   各组大鼠心肌组织Bax、Bcl-2表达变化

Fig.6   Changes in the expression of Bax and Bcl-2 in myocardial tissues of rats in each group

50 µm 50 µm 50 µm

50 µm 50 µm 50 µm
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图7   Bax、Bcl-2蛋白表达比较

Fig.7   Comparison of Bax and Bcl-2 protein expression
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胞不可逆性的损伤 , 加重CHF进程 [14]。凋亡的心肌

细胞清除不足可能导致心肌纤维化加剧 , 进一步导

致心功能受损 [15]。因此 , 探索新型药物调控关键炎

性因子的表达 , 可以减轻心肌组织损伤 , 更能有效

阻断CHF恶性循环。本研究通过结扎左冠状动脉前

降支构建CHF大鼠模型 , 发现CHF组大鼠LVEDD、

LVESD升高 , LVEF、LVFS降低 , 说明CHF大鼠模

型的成功构建。进一步通过实验发现CHF大鼠心

肌损伤病理严重 , 胶原纤维沉积加重 , 炎性相关因

子 IL-1β、IL-18水平升高 , 心肌标记物NT-proBNP、
CK-MB以及心肌纤维化相关蛋白 Ⅰ型胶原、Ⅲ型胶

原表达水平升高 , 表明大鼠心肌组织炎性细胞浸润

和纤维化严重可能是导致心肌细胞损伤加剧的重要

原因。

近年来, 来自于传统中药麦冬的活性成分OPD, 
在抗炎和心血管保护方面展现出显著的治疗潜力。

赵玲琳等 [16]研究表明 , OPD能够显著降低缺血缺

氧诱导的心肌细胞中炎性因子TNF-α和 IL-1β水平 , 
对心肌细胞起到保护作用。赵志成等 [17]研究显示 , 
OPD可改善心肌缺血再灌注损伤大鼠心功能 , 抑制

心肌炎症反应和心肌细胞凋亡。以上研究均说明 , 
OPD在抑制炎症反应 , 改善心肌细胞损伤方面具有

重要意义。本研究结果显示 , CHF组大鼠血清炎症

因子、细胞凋亡率、Bax表达水平比NC组高 , Bcl-2
表达水平比 NC组低。当使用不同剂量 OPD治疗

CHF大鼠后, 大鼠血清炎症因子、细胞凋亡率、Bax
水平降低 , Bcl-2表达水平升高 , 与前人研究结果 [18]

一致, 说明OPD可能通过抑制心肌炎症反应, 减轻心

肌细胞凋亡。本研究进一步通过实验发现经过OPD
治疗的CHF大鼠心肌组织纤维化程度也显著降低 , Ⅰ

型胶原、Ⅲ型胶原表达水平降低 , 这与冷婧等 [19]研

究结果一致 , 表明OPD可减少CHF大鼠心肌组织胶

原纤维沉积, 影响心肌重塑, 抑制心肌细胞凋亡。这

些结果均表明 , OPD能够通过抑制心肌组织炎症反

应和心肌纤维化, 抑制心肌细胞凋亡, 缓解心肌组织

病理损伤, 从而对CHF发挥治疗作用。然而, OPD在

治疗CHF中发挥作用的分子机制仍需进一步研究。

心肌细胞的生理功能与其能量代谢过程密切

相关。AMPK作为细胞能量传感器 , 通过调控下

游靶蛋白SIRT1, 进而影响线粒体生物合成[20]。研

究表明激活AMPK/SIRT1通路 , 能够抑制氧化应

激反应 , 减轻缺氧导致的血管内皮细胞损伤和凋

亡 [21]。NF-κB属于转录调控因子 , 在细胞凋亡过

程中展现双向调控作用。已有研究表明 , 达格列

净通过调控 SIRT1/NF-κB信号通路 , 上调 SIRT1
表达 , 下调NF-κB p65的磷酸化水平 , 减轻冠状动

脉微栓塞引起的心肌炎性反应并抑制心肌细胞凋

亡 [22]。随着深入研究发现 , AMPK/SIRT1/NF-κB
信号通路在心肌损伤方面扮演重要角色。SHAN
等 [23]研究发现 ,  Rap1 GTP酶激活蛋白通过抑制

AMPK/SIRT1, 激活NF-κB信号通路 , 导致心肌细

胞发生凋亡和炎症反应 , 加剧缺血缺氧对心肌细

胞的损伤。包立民等 [9]研究说明 , 花黄色素通过

调节AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路，减轻炎症反

应 , 减轻冠心病大鼠心肌损伤。以上研究均表明 , 
通过调节AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路可能对心

肌细胞凋亡和心肌损伤产生影响。本研究结果显

示, CHF大鼠心肌组织p-NF-κB p65/NF-κB p65水
平升高, p-AMPK/AMPK、SIRT1水平降低。然而, 
当大鼠经过OPD治疗后, p-NF-κB p65/NF-κB p65

表4   各组大鼠心肌细胞凋亡率比较

Table 4   Comparison of apoptosis rate of cardiomyocytes in each group
组别

Groups
细胞凋亡率/%
Cell apoptosis rate /%

NC group   2.53±0.35

CHF group 26.81±3.62*

L-OPD group 15.47±1.83#

M-OPD group   9.16±1.02#&

H-OPD group   4.85±0.67#&@

H-OPD+Compound C group 12.19±1.46%

*P<0.05, 与NC组比较; #P<0.05, 与CHF组比较; &P<0.05, 与L-OPD组比较; @P<0.05, 与M-OPD组比较; %P<0.05, 与H-OPD组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with NC group; #P<0.05 compared with CHF group; &P<0.05 compared with L-OPD group; @P<0.05 compared with M-OPD 
group; %P<0.05 compared with H-OPD group. x

_
±s, n=6.
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水平降低 , p-AMPK/AMPK、SIRT1水平升高 , 推
测OPD可能通过调控AMPK/SIRT1/NF-κB信号通

路 , 增加p-AMPK/AMPK、SIRT1水平 , 减少 -NF-
κB p65/NF-κB p65水平 , 进而抑制CHF大鼠心肌

炎症及细胞凋亡。使用AMPK抑制剂 Compound 
C可部分逆转OPD对CHF大鼠心脏的保护作用, 进
一步证明OPD可能通过激活AMPK/SIRT1, 抑制

NF-κB信号通路 , 抑制 CHF大鼠炎症反应和心肌

细胞凋亡。然而 , 本研究尽管证实OPD通过调控

AMPK/SIRT1/NF-κB信号通路对CHF大鼠具有显

著的心脏保护作用, 但仍存在一定局限性, 如实验

周期较短 ,  缺乏长期用药安全性和有效性 ,  未进

一步阐明OPD与该通路分子的直接相互作用以及

OPD是否通过AMPK-线粒体途径调控细胞凋亡。

因此 , 后期将继续深入探讨OPD是否通过调控其

他通路改善CHF大鼠心肌炎症和心肌损伤。

综上所述, OPD改善CHF大鼠心肌炎症和心肌细

胞凋亡 , 其作用机制可能与调控AMPK/SIRT1/NF-κB
信号通路发生有关 , 本研究为治疗CHF提供了新的理

论依据。
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